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RESUMEN

Esta investigacion, de tipo experimental con enfoque mixto, tuvo como objetivo
determinar la actividad antioxidante del extracto etandlico de Pleurotus ostreatus y su actividad
antibacteriana in vitro en cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Para la obtencion del extracto, los carpoforos fueron sometidos a maceracion en
etanol al 96%; posteriormente, los compuestos activos se concentraron mediante rotavapor. El
tamizaje fitoquimico cualitativo reveld la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, esteroides y triterpenos. La actividad antioxidante se evaludé mediante el método
de inhibicion del radical libre DPPH (a,0-difenil-B-picrilhidrazilo), obteniendo un porcentaje
de captacion del 38,3%. Por otro lado, la evaluacion de la actividad antibacteriana in vitro se
realizé en las cepas Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus ATCC 25923,
mediante el método de disco difusion, donde los resultados demostraron que el extracto
etanodlico de Pleurotus ostreatus genera halos de inhibicion para ambas cepas a concentraciones
de 1000, 500 y 250mg/mL. Obteniendo el mayor halo de inhibicién en las concentraciones de
1000 mg/mL, para Escherichia coli fue de 10,4mm y 10,3mm para Staphylococcus aureus. Se
concluye que P. ostreatus representa una fuente potencial de compuestos bioactivos con
propiedades terapéuticas frente a patdgenos de importancia clinica.

Palabras clave:

Pleurotus ostreatus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Actividad antibacteriana



INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa una de las mayores amenazas
para la salud publica global. Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2025), entre
2018 y 2023 la resistencia aumentd en mas del 40% en las combinaciones patdégeno-antibidtico
monitoreadas. Esta situacion se agrava ante la falta de nuevos productos de vanguardia, como
sefiala la Dra. Yukiko Nakatani, dejando un vacio terapéutico frente a patdgenos criticos.

En este escenario, bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, comensal comiin
del intestino grueso, han mostrado un aumento progresivo en su resistencia a la ampicilina,
tetraciclina y fluoroquinolonas (Bush & Vazquez-Pertejo, 2022). Asimismo, Staphylococcus
aureus destaca como un patdogeno de alto riesgo capaz de causar desde infecciones cutdneas
hasta neumonias graves; particularmente, las cepas resistentes a la meticilina (SARM)
complican el panorama al ser refractarias a casi todos los antibidticos beta-lactamicos (Bush,
2023).

Ante esta carencia de nuevos farmacos, el estudio de extractos etandlicos vegetales y
fungicos ha permitido identificar constituyentes capaces de enfrentar a estas bacterias
multirresistentes (Salgado et al., 2015). En este contexto, la micoterapia ha cobrado relevancia
en Occidente, rescatando el uso milenario que la Medicina Tradicional China ha dado a los
hongos (Medsir, 2021). Mas alla de su valor culinario, los hongos silvestres poseen un alto
potencial antioxidante que ayuda a manejar afecciones provocadas por el estrés oxidativo
(Flores, 2021).

Dentro de este reino, el género Pleurotus ha acelerado su investigacion en la ultima
década, siendo P. ostreatus y P. pulmonarius las especies mas cultivadas a nivel mundial por
su adaptabilidad a diversos climas (Villalba et al., 2021). Pleurotus ostreatus, conocida
comunmente como seta ostra o girgola, es un hongo saprofito de gran interés cientifico debido

a su riqueza en sustancias bioactivas como flavonoides y alcaloides (Yakobi, 2023).

II



Estudios previos han reportado que el extracto etandlico de Pleurotus ostreatus posee
actividad antibacteriana efectiva contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus, mostrando
una mayor sensibilidad en esta ultima (Flores, 2017).

Debido a la necesidad de encontrar alternativas terapéuticas naturales y eficaces, la
presente investigacion determino la actividad antioxidante del extracto etandlico de Pleurotus
ostreatus y su actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de Escherichia coli ATCC 35218

y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El uso convencional de antibidticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas
enfrenta hoy un desafio dual: por un lado, las reacciones adversas que estos farmacos generan
en el organismo y, por otro, la alarmante aparicion de patdogenos con mecanismos de resistencia
inéditos (Farfan & Tapia, 2023). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2023) advierte
que la rdpida propagacion de cepas multirresistentes y panresistentes a nivel mundial es
particularmente preocupante, ya que estas no responden a los antimicrobianos habituales,

limitando drasticamente las opciones terapéuticas.

Esta problematica se traduce en elevadas tasas de morbilidad y mortalidad, afectando
con mayor severidad a naciones de ingresos bajos que carecen de recursos para costear
tratamientos de ultima generacion. En este escenario, Staphylococcus aureus representa una
carga critica para los sistemas de salud debido a su persistencia en entornos hospitalarios
(OMS, 2024). Paralelamente, bacterias Gram negativas como Escherichia coli complican el
panorama al poseer capacidades innatas para transferir material genético de resistencia a otras

especies, hallando constantemente formas innovadoras de evadir los firmacos (OMS, 2024).

Recientemente, tanto S. aureus como E. coli han manifestado una resistencia creciente
a multiples generaciones de antibidticos tradicionales, exponiendo a la poblacion a un peligro
sanitario sin precedentes (OMS, 2021). Escherichia coli es uno de los microorganismos de
mayor interés investigativo por su dualidad como comensal intestinal y patéogeno facultativo
capaz de causar infecciones urinarias y respiratorias graves (ATCC, 2020; CDC, 2022). Por su
parte, Staphylococcus aureus es el modelo por excelencia para estudiar la sensibilidad en Gram
positivos, siendo responsable de diversas infecciones cutaneas y sistémicas (ATCC, 2013;

CDC, 2022).
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A pesar de la urgencia, en el Pert existe un vacio critico de evidencia cientifica: no se
registran precedentes que evaluen la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Pleurotus ostreatus frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Aunque la obtencion de este hongo es altamente factible en el territorio
nacional, su potencial terapéutico permanece subutilizado. La falta de difusion cientifica sobre
sus propiedades antioxidantes y antibacterianas limita su aprovechamiento en suplementos

nutricionales o alternativas fitoterapéuticas (Jessica I. et al., 2020).

Resolver este problema es vital, de no investigarse nuevas fuentes de compuestos
bioactivos, como los polifenoles y polisacaridos presentes en P. ostreatus, la medicina
continuara perdiendo terreno frente al estrés oxidativo y la multirresistencia bacteriana. La
validacion de este hongo no solo ofreceria una alternativa natural para contrarrestar el dafio
celular, sino que sentaria las bases para desarrollar nuevos agentes antimicrobianos de bajo

costo y alta disponibilidad.

Por lo expuesto, se formula la siguiente problematica:

(El extracto etandlico de Pleurotus ostreatus tendra actividad antioxidante y actividad
antibacteriana in vitro frente a cepas de Escherichia coli ATCC 35218y Staphylococcus aureus

ATCC 259237



JUSTIFICACION
En la actualidad, el mercado global de nutracéuticos experimenta un crecimiento
exponencial, con una valoracion estimada de 488,41 mil millones de dolares en 2024 y una
proyeccion de 626,02 mil millones para el ano 2029. Este incremento responde a una creciente
conciencia social sobre los beneficios médicos de los productos naturales, lo que hace
imperativo profundizar en la investigacion cientifica de compuestos que satisfagan esta

demanda (Mordor Intelligence, 2024).

Dentro de este contexto, los hongos del filo Basidiomycota destacan como una fuente
excepcional de metabolitos secundarios con propiedades farmacologicas comprobadas.
Especificamente, Pleurotus ostreatus emerge como una opcion terapéutica prometedora para
el tratamiento de infecciones bacterianas multirresistentes (Lara et al., 2019). Su composicion,
rica en antioxidantes, es vital para la prevencion del dafo celular provocado por el estrés
oxidativo, actuando como un mecanismo de proteccion indispensable para el organismo

(Belloso et al., 2015).

La presencia de compuestos bioactivos como alcaloides y flavonoides en el extracto de
P. ostreatus no solo potencia su capacidad antioxidante, sino que sustenta su eficacia
antibacteriana (Lara et al., 2019). Debido a su naturaleza econdémica y saludable, estos extractos
poseen un alto potencial para ser integrados en el régimen alimenticio diario como
suplementos, mejorando integralmente el estado nutricional y sistémico del individuo (Judrez
et al., 2019). Ademas, la evidencia cientifica atribuye a las especies de Pleurotus propiedades
antitumorales, antivirales, antiinflamatorias, inmunomoduladoras e hipocolesterolémicas,

consoliddandolas como pilares de la medicina complementaria moderna (Lara et al., 2019).

La justificacion clinica de este estudio se fundamenta en la crisis de resistencia

antimicrobiana. Escherichia coli es reconocida mundialmente como un problema de salud
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publica de primer orden debido a su capacidad de evadir tratamientos convencionales (Pifia &
Hinostroza, 2021). Por otro lado, Staphylococcus aureus ha sido catalogado por la
Organizacion Mundial de la Salud como un patdgeno de "prioridad alta" debido a su resistencia
a la meticilina (SARM), lo que limita severamente las opciones de tratamiento en centros

hospitalarios (OMS, 2024).

Desde una perspectiva aplicada, la validacion de las propiedades de Pleurotus ostreatus
ofrece beneficios practicos inmediatos para el sector biotecnoldgico y de salud preventiva. La
caracterizacion de su extracto etanodlico permite sentar las bases para el desarrollo de
fitofarmacos de bajo costo y suplementos dietéticos estandarizados, facilitando su transicién
de un alimento convencional a un insumo industrial con valor agregado. Asimismo, en el
ambito de la salud comunitaria, este estudio proporciona una base cientifica que respalda el uso
de recursos micologicos accesibles como coadyuvantes en el control de enfermedades
infecciosas y degenerativas. Esto no solo promueve la soberania sanitaria al reducir la
dependencia de farmacos importados, sino que también incentiva la economia circular y el

cultivo sostenible.

Esta investigacion es relevante porque busca cerrar la brecha entre el conocimiento
tradicional y la validacion cientifica. Al determinar el potencial de Pleurotus ostreatus como
agente nutracéutico y antibacteriano, se contribuye al desarrollo de alternativas naturales y
practicas que sean econémicamente accesibles y presenten menores efectos adversos que los

antibiodticos de sintesis quimica.

Por las razones expuestas, el presente trabajo se centrd en determinar la actividad
antioxidante del extracto etanolico de Pleurotus ostreatus y su actividad antibacteriana in vitro

frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar la actividad antioxidante del extracto etanolico de Pleurotus ostreatus y su

actividad antibacteriana in vitro en cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

Objetivos especificos

1. Determinar el porcentaje de rendimiento de la extraccion etandlica de Pleurotus
ostreatus.

2. Determinar la marcha fitoquimica cualitativa de la extracciéon etandlica de
Pleurotus ostreatus.

3. Determinar la actividad antioxidante de la extraccion etandlica de Pleurotus
ostreatus por el método de DPPH.

4. Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Pleurotus ostreatus a
diferentes concentraciones frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 35218.

5. Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanolico de Pleurotus ostreatus a

diferentes concentraciones frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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HIPOTESIS
El extracto etandlico de Pleurotus ostreatus presenta actividad antioxidante. Asi
mismo, inhibe el crecimiento de la cepa Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus

aureus ATCC 25923.
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VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

Concentraciones del extracto etanodlico de Pleurotus ostreatus.

VARIABLE DEPENDIENTE

Marcha fitoquimica
Actividad antioxidante

Actividad antibacteriana



Tabla 1

Operacionalizacion de Variables

TIPO DE 5
VARIABLE VARIABLE DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES
1000 mg/mL (100%)
Concentraciones del Sustancia obtenida de Pleurotus .
extracto etanolico de Independiente ostreatus utilizando etanol como 500 mg/mL (50 %) Concentracion
Pleurotus ostreatus. disolvente al 96% 250 mg/mL (20 %)
Procedimiento de analisis que et Abundante
identifica: Compuestos fendlicos, i Poco
Marcha fitoquimica Dependiente Flavonoides, Alcaloides, 4 Muy oco
Triterpenos y Esteroides, i Alf,sgn te
Saponinas, Taninos
ai?;iizzaig;daiszcl)z; Potencia antioxidante (cambio de
Actividad antioxidante Dependiente S b 0-100% color es proporcional a la capacidad
electrones o hidrogenos a los o
) X antioxidante)
radicales libres.
Halos de inhibicion en (mm) Escala de Duraffourd:
>20 Altamente sensible (AS)
Accidn que presentara el extracto
etanolico al 96% frente a la cepa 15-20 Muy sensible (MS)
Actividad antibacteriana Dependiente de Escherichia coli ATCC 35218
y Staphylococcus aureus ATCC
25923. 8-14 Sensible (S)
<8 Resistente (R)
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes
1.1.1 Antecedentes Internacionales:

Beltran et al., (2024) en su investigacion realizada en Cuba, evaluaron la actividad
antioxidante y antimicrobiana del hongo Pleurotus ostreatus cultivado en pulpa de café,
mediante la metodologia del secuestro del radical DPPH, y por el método de difusion en disco,
respectivamente para cada prueba. Donde obtuvieron como resultados que la captacion del
radical DPPH de 18,94 %. Para la actividad antimicrobiana no mostrd un efecto significativo
sobre Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, pero si contra las cepas de Bacillus subtilis y

Bacillus cereus, con zonas de inhibicion de 7,21mm + 1,06 y 7,24mm + 0,35, respectivamente.

Sutthisa y Anujakkawan (2023) realizaron su estudio en Tailandia e investigaron las
propiedades antibacterianas de los extractos (etanol al 95% y acetato de etilo al 95%) de
Pleurotus ostreatus contra varias bacterias patogenas, incluidas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. La efectividad de los extractos la midieron mediante la técnica de
difusion de disco de papel. Asi sus resultados revelaron que el extracto crudo obtenido de etanol
al 95% mostro efectos inhibitorios significativos contra P. aeruginosa, S. marcescens, S. typhi
y S. aureus, produciendo didmetros de zona de inhibicion de 9,22 a 12,33mm. Por otro lado, el
extracto crudo de acetato de etilo al 95% mostro actividad inhibitoria solo contra E. coli,

mostrando un diametro de zona de inhibicién de 12,00 mm.

Garcia et al. (2022) desarrollaron una investigacion en Cuba con el objetivo de evaluar
las propiedades antioxidantes de Pleurotus ostreatus y determinar el impacto de los
tratamientos térmicos sobre estas. Mediante una revision bibliografica exhaustiva, los autores
concluyeron que, si bien la seta posee una capacidad antioxidante sobresaliente, esta disminuye
significativamente al ser sometida a altas temperaturas. Asimismo, identificaron que dicha
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actividad esta sustentada por la presencia de metabolitos secundarios clave, tales como

compuestos fendlicos, flavonoides, aminoéacidos, esteroles y tocoferoles.

Flores (2021) realiz6 su investigacion en Ecuador, donde evalu6 la actividad
antioxidante de dos tipos de extractos (etanolico al 96% y acuoso) de Pleurotus ostreatus, en
una relacion de 7 : 1 mediante la metodologia de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo),
utilizando de estandar de comparacion el acido ascorbico puro a diferentes concentraciones.
Luego realizo el tamizaje fitoquimico donde identifico la existencia de alcaloides, hidratos de
carbono, fenoles, aztcares reductores, y flavonoides. Donde obtuvo que el extracto etandlico
presento 47,264 % de porcentaje de inhibicion, mientras que el extracto acuoso fue 86,461 %
de porcentaje de inhibicién. Concluyd que el extracto acuoso manifestaba mayor actividad
antioxidante frente al extracto etanolico al 96%, debido a que poseia un contenido de
compuestos fenolicos significativos que representaban el 31,303 mg/L que va intimamente

relacionado con la capacidad antioxidante.

Flores (2017) evaluo la actividad antimicrobiana del extracto etandlico al 96% de
Pleurotus ostreatus contra cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en una
investigacion realizada en Ecuador. El extracto se preparé mediante maceracion y se utilizo en
concentraciones del 30%, 70% y 100%. Para la evaluacion se empled el método de difusion,
utilizando como controles positivos Amikacina (30 pg) y Ampicilina (10 pg). El trabajo se
desarrolld bajo el estandar de 0,5 McFarland, incubandose las placas a 35 °C durante
aproximadamente 24 horas. La capacidad antimicrobiana se determiné mediante la medicion
de los halos de inhibicion. Los resultados mostraron que el extracto al 100% present6 el mayor
halo de inhibicion, y Staphylococcus aureus mostrd6 un halo mas amplio (10 mm) que

Escherichia coli.



Lara et al. (2017) realizaron su estudio en México y midieron la capacidad
antibacteriana en diferentes extractos en funcién de una técnica de secado, seguidamente un
proceso de macerado con la ayuda de la utilizacién de multiples solventes: metano ( M ),
cloroformo ( C )y H20 ( A ); que fueron mezclados en diversas preparaciones 1( C): I( M ):
3( A) que fue el primero; 1( A ): 2( C): 2( M) fue el segundo; y A que fue el tercer extracto.
Donde el estudio micoquimico reflejé la existencia de: alcaloides, azlcares reductores,
flavonoides, quinonas y saponinas en funcion del extracto acuoso; en cambio con respecto al
extracto 1 mostrd: alcaloides, azucares reductores, cumarinas, flavonoides y quinonas; para
finalizar con respecto al extracto sobrante sdlo se manifestd la presencia de alcaloides. La
actividad ante las bacterias la evaluaron con la ayuda del método de difusion en placa

resultando halos de inhibicién menores a un centimetro de diametro.

Castillo (2015) en su estudio realizado en México, evaluo6 la capacidad de inhibicion de
Pleurotus ostreatus sobre Staphylococcus aureus, usando cajas petri con medios de cultivo
Miiller Hinton, al cual agrego6 extractos elaborados con acetona al 80 % y éter de petrdleo al
100 %. Midio6 el efecto inhibidor por medio de halos de inhibicion a través de sensi discos,

encontrando que no hay halos de inhibiciones significativas (Ocm).

Anguiano (2009) en Madrid evaluo la actividad antioxidante con tres tipos de extractos
(acuoso, metandlico, etéreo) de hongos adquiridos de un supermercado local, mediante los
siguientes métodos: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), ABTS (Acido 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), TEAC (actividad antioxidante en equivalentes de trolox),
técnica de inhibicion de la formacion de hidroperdxidos lipidicos, y procedimiento del
blanqueamiento del B-caroteno; obteniendo como resultado que el extracto metandlico presentd
una captacion del radical DPPH de 82,5%. También midié la potencia de la actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, donde manifestd halos de

inhibicion de 9,2mm y 9,1mm respectivamente.



Valencia del Toro et al., (2008) realizaron un estudio en México para evaluar la
actividad antibacteriana de extractos hexanicos contra diversas bacterias, entre ellas
Staphylococcus aureus, empleando la técnica de difusion en agar por disco de Kirby-Bauer.
Como control negativo se utilizaron discos embebidos unicamente con hexano, mientras que
como control positivo se emplearon discos comerciales con 30 pg de cloranfenicol. Las placas
se incubaron a 35 °C durante 16 a 19 horas. En el caso de Pleurotus ostreatus, se reportaron
halos de inhibicion para S. aureus de 7,0 a 7,5 mm. Aunque no se detectaron flavonoides en el

extracto, si se observaron la presencia de azucares y terpenoides.

1.1.2 Antecedentes Nacionales:

Monzon (2023) en su estudio realizado en Apurimac midi6 la capacidad antioxidante
de Pleurotus ostreatus a partir de extractos metanoélicos al 80 %, donde pes6 0,75 g de cada
muestra fermenta: 10, 20, 30, 40, 50, 60 dias, para luego afiadir 45 ml de alcohol metilico al
80%, dejandolos dormir en el curso de 20 horas a 4 ° C; para luego centrifugarlos a 4000 r p m
por 15 minutos y ser filtrados. Obtuvo como resultados que la espectroscopia de fluctuacioén
de fluorescencia (FFS) mostr6 mayor contenido de proteinas cerca a los dos meses con un
acrecentamiento significativo en 32,56 % mas que el control, el contenido de carbohidratos
totales experiment6 un decremento de 60,3 g/ 100g a 38,2 g/ 100 g y la capacidad antioxidante
cerca a los dos meses de incubacion fue de 1465,5 uMolTE / 100 g (superior en 39,96 %) con

respecto a la quinua pura (QP).

Vasquez (2010) realizé su estudio en Tingo Maria mediante la cuantificacion de
polifenoles totales en muestras de Pleurotus ostreatus con el reactivo de Folin — Ciocal teau, y
mensuro la actividad antioxidante mediante DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Obteniendo
como resultados en la composicion fisico - quimico proximal las siguientes: humedad 90,7 %,
proteina 0,40 %, grasa 0,02 %, fibra 0,16 %, hidratos de carbono 8,64 % y vitamina " C " 0,947
mg /100 g. Encontr6 que el hongo deshidratado a 65 °C tenia el mayor contenido de polifenoles
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y el mayor porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue 92,73 + 0,29 %. Asi concluy6 que se

debe secarse a 65 °C para asi mantener la actividad antioxidante.

1.1.3 Antecedentes Locales:

Rivero et al. (2024) realizaron el tamizaje fitoquimico de setas comestibles medicinales
oriundos de la Region Cusco. El analisis fito - quimico cualitativo lo realizaron con ayuda de
la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) y la evaluacién de aminoécidos totales e
hidratos de carbono la efectuaron por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC-DAD RID, deteccion de indice de refraccion). Finalmente obtuvieron como producto
que simultdneamente las dos especies contenian alcaloides y triterpenos esteroides; de los 17
aminodacidos que evaluaron, todos se manifestaban en las especies de su estudio, perteneciendo

& de ellos a los aminoacidos esenciales.

1.2 Fundamentos teoricos

1.2.1 Pleurotus ostreatus

1.2.1.1 Descripcion botanica

Paul Kummer definié Pleurotus en 1871, y lo clasificé dentro del orden de los
Agaricales y lo catalogd como filum de setas Basidiomycota (Knop et al., 2014). Es un hongo
con tamafio variable de su sombrero que progresa de liso a convexo a plano convexo y tiene
un aspecto de ostra. Llega a tener un diametro de 5 a 15 cm. Su tono es muy variado y puede
ir desde un gris oscuro o un tono siena a un gris plateado, verde azul e inclusive un tono castafio.

Con la madurez, las laminillas son decurrentes, apretadas y desiguales (SIB, s. f.)

Las orillas se presentan enroscadas en los individuos jovenes, quedando después
refinado y un poco ondulado. Su cuticula es homogénea, radiante y separable, especialmente
durante el tiempo de lluvias es cuando se vuelve por poco lubrificada. Tiene un pie enano y

completamente lateral; en algunos especimenes es pobremente perceptible porque estd



embutido en el sustrato. Su color es similar al de las laminas. Carne blanca consistente y dura,

con un suave olor fungico y un sabor dulce y agradable (Pérez, 2017).

Figura 1

Pleurotus ostreatus

Nota. Girgola, Hongo Ostra (SIB, s. f.)

1.2.1.2 Habitat y Distribucion

Es una especie que se encuentra con frecuencia en los bosques y produce frutos
gregarios e incluso cespitosos sobre los arboles que han caido por un largo tiempo. Existe una
especie que produce frutos en los tocones de chopos u olmos, mientras que otra que se
encuentra en las coniferas es poco comun (Pérez, 2017). Suele ser degradadora mientras

destruye la madera y causa su pudriciéon blanca. Especie de amplia distribuciéon mundial

(Flores, 2021).

Segun Tome (2022) menciond que Pleurotus ostreatus es cultivado en distintos tipos
de sustratos, por ejemplo, en Maranura — Cusco y Chanchamayo - Junin es cultivado en coronta

de maiz, rastrojo de chala y en afrecho de trigo.



Figura 2

Habitat

Nota. Setas ostra sobre un arbol. (Naturalist Mexico, s. f.)

Reemplazado normalmente por P. pulmonarius y P. populinus en el Noroeste del
Pacifico de América del Norte, en cambio en multiples arboledas templadas y subtropicales de
todo el planeta suele ser muy comun. Es un saprétrofo que descompone la madera
principalmente, en particular de las hojas perecederas de muchos arboles. Se sospecha que es
una manera que utilizan para que puedan obtener nitrégeno ya que es una de las escasas setas
carnivoras conocidas (en vista de que sus micelios son capaces de victimar y digerir gusanos

redondos) (Naturalist Mexico, s. f.).



1.2.1.3 Ubicacion taxonomica

Reino: Fungi

Filum: Basidiomycota

Clase: Homobasidiomycetes

Orden: Agaricales

Familia: Pleurotaceae

Género: Pleurotus

Especie: Pleurotus ostreatus

Nombres comunes: Hongo ostra, Champifion ostra, Girgola, Orellana, Seta de chopo o

simplemente (Sanchez et al., 2001, p. 73).

1.2.1.4 Compuestos bioactivos

Las setas presentan altas cantidades de proteinas, carbohidratos, antioxidantes
(compuestos fenodlicos, tocoferol y 4cido ascorbico), vitaminas (tiamina, riboflavina, acido
nicotinico, calciferol) y minerales (calcio, fosforo, hierro). Aunque tienen un contenido escaso
de lipidos, también son una gran fuente de 4cidos grasos (principalmente oleico y linoleico)

(Duarte et al., 2018).

Los carbohidratos del hongo consisten principalmente en polisacaridos y
glicoproteinas; los preponderantes son la quitina, la hemicelulosa, los a-glucanos y los -
glucanos, que funcionan como fibra dietética al ser componentes de la capa exterior de la seta

(Khan & Tania, 2012).



De la biomasa fungica se han extraido diversas sustancias, entre ellas lectinas,
carbohidratos complejos formados por méas de 10 monosacéridos (polisacaridos), péptidos,

complejos polisacarido-proteina, terpenoides, policétidos y acidos grasos (Duarte et al., 2018).

P. ostreatus es considerado un alimento funcional debido a las propiedades que posee
gracias a sus compuestos bioactivos como polisacaridos, terpenoides, fendlicos, lectonas; se le

atribuye mas de 126 efectos terapéuticos (Reyes, 2025).

1.2.1.5 Capacidad antioxidante

Los antioxidantes naturales estan ganando cada vez mas atencidbn como un potente
antidoto contra los radicales libres, que alteran el sistema del cuerpo el cual posee defensas no
enzimaticas como vitaminas (A, C y E), carotenoides, fenoles, flavonoides naturales y otros
compuestos antioxidantes (Effiong et al., 2024). Pleurotus ostreatus se consume ampliamente
por sus beneficios terapéuticos y se ha informado que contienen niveles significativos de

minerales, ademas de compuestos bioactivos con efectos antioxidantes (Gonzales et al., 2021).

1.2.1.6 Usos Nutricionales y Medicinales

Las situaciones pre y post-cosecha al igual que la calidad de desarrollo son factores que
llegan a afectar el contenido nutricional de las setas ostras, que son valoradas por su deleitoso
sabor y alto contenido nutricional. Contienen todos los aminoacidos necesarios para el
organismo del ser humano y tienen un contenido de proteina cruda superior al de la mayoria
de los alimentos vegetales, lo que los convierte en una gran opcion para suplir la carne en una

alimentacion vegetariana (Duarte et al., 2018).

Debido a su composicion nutricional y a la presencia de algunos ingredientes activos,
tienen  actividades  anticancerigenas, antihipercolesterolémicas,  antihipertensivas,

antidiabéticas, antiobesidad, hepatoprotectoras, antienvejecimiento, antimicrobianas,



antialérgicas y antioxidantes. El alto valor nutricional y los usos medicinales sugieren que los

hongos Pleurotus son alimentos funcionales o nutracéuticos importantes (Khan & Tania, 2012).

1.2.2 Componentes quimicos (metabolitos secundarios)

1.2.2.1 Quinonas

A excepcion de los animales superiores y los protistas, estdn presentes en todos los
organismos vivos. Son usados en la industria como colorantes y cosméticos naturales porque
intervienen en la funcion clorofilica y la respiracion celular. Son utilizados en la ciencia de la
salud como antimicrobianos, antioxidantes, antitumorales, anticancerigenos y

antiinflamatorios para tratar enfermedades cardiovasculares (Sanchez & Figueroa, 2022).

En los hongos las quinonas son precursoras de pigmentos y pueden actuar como defensa

ya que cuando es atacado se pueden oxidar para crear una barrera quimica (Lara et al., 2017).

1.2.2.2 Alcaloides
En pequenas cantidades, estos compuestos nitrogenados principalmente heterociclicos
con actividad biologica potente pueden ser toxicos para los organismos vegetales. El

metabolismo de los aminodcidos se basa en estos elementos (Sanchez & Figueroa, 2022).

Al ser compuestos ricos en nitrogeno funcionan como una forma de almacenamiento

de este, y podria ayudarlo a sobrevivir en sustratos dificiles (Lara et al., 2017).

1.2.2.3 Fenoles
Entre los metabolitos secundarios son valiosos y significativos durante el crecimiento
y procreacion de las plantas, y se portan como defensa frente a patdgenos; de la misma manera

tienen propiedades antimicrobianas, antioxidantes y anticancerigenos (Sanchez & Figueroa,

2022).
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Son considerados como metabolitos secundarios muy importantes debido a que actiian
en el crecimiento y proteccion de los hongos, y estan relacionados con la calidad sensorial de

los hongos (Reyes, 2025).

1.2.2.4 Flavonoides

Son pigmentos naturales producidos por la fenilalanina, que son los causantes del color
de los frutos, las flores y las hojas otonales. Tiene propiedades antiespasmodicas, diuréticas,
antiinflamatorias, antiulcerosas, hepatotoxicas, anticancerigenas, antialérgenas,

antitromboticas, antivirales, antibidticas y antifingicas (Sanchez & Figueroa, 2022).

Estos compuestos en el hongo ayudan a neutralizar los radicales libres, y ayudan en su

proceso de maduracion y desarrollo del cuerpo fructifero (Reyes, 2025).

1.2.2.5 Triterpenos

Los terpenos son moléculas caracterizados por presentar una estructura simple, ademas
de presentar la familia méas numerosa de compuestos, que dependiendo del ntimero de carbonos
se clasifica en diferentes compuestos, como los triterpenos que presentan treinta atomos de
carbono, con origen en 6 unidades isoprénicas y 3 unidades terpénicas. El terpenoide precursor
se denomina difosfato de isopentenilo o pirofosfato de isopentenilo (IPP) (Sanchez & Figueroa,

2022).

Poseen funciones relacionadas con el crecimiento, desarrollo, propiedades
antimicrobianas y resistencia al medio externo. Constituyen la fuente de olores intensos en las
plantas lefiosas (Farfan & Tapia, 2023). Dependen de las condiciones en las cuales el hongo se
encuentre, el cultivo y son producidos a partir de metabolitos primarios; estos compuestos no

son necesarios en el funcionamiento intracelular, pero si en interaccion entre organismos y

ambiente (Flores, 2017).
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1.2.2.6 Esteroides
Son derivados del triterpenoide lanosterol, presentan una estructura basica compuesta

por cuatro anillos de ciclopentano perhidrofenantreno, encontrandose en plantas y animales

(Sanchez & Figueroa, 2022).

Son componentes de vitaminas y hormonas con funciones, reguladoras, estructurales y
hormonales actuando a nivel hepatico, muscular, capilar, entre otros (Farfan E. & Tapia V.

2023).

El ergosterol es el principal esterol en los hongos comestibles, su concentracion puede
variar entre la especie del hongo y su estado de madurez; éste es considerado como precursor

de la Vitamina D2 y como principal componente de las membranas celulares del hongo (Reyes,

2025).

1.2.2.7 Saponinas

Las saponinas son glucésidos esteroides o triterpenoides con propiedades formadoras
de jabon; las moléculas tipicas estdn compuestas por unidades isoprenoides (agliconas) y
residuos de azucar (gliconas). Sus actividades biologicas de estas se deben a su estructura
unica, y estdn relacionadas con la actividad anticancerigena, frenar el ciclo celular,
proporcionar propiedades antioxidantes, la inhibicion de la invasion celular, la induccién de la

apoptosis y autofagia (Elekofehinti et al., 2021).

Son un grupo de glucosidos que se usan en fitoterapia, en la industria de cosméticos y
en la medicina popular (Farfan & Tapia, 2023). Ayudan al hongo a defenderse de bacterias y

otros competidores de sustrato (Lara et al., 2017).

Tienen una caracteristica especial al entrar en contacto con la sangre ya que al entrar en
contacto con el colesterol logran hemolizar la muestra por ello es toxico una administracion

por via sanguinea, si es consumido por via oral en altas concentraciones pueden producir
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irritaciones de la mucosa provocando diarrea, vomitos y dolor abdominal; a nivel renal produce

efecto diurético, a nivel pulmonar produce un efecto expectorante (Sanchez & Figueroa, 2022).

1.2.2.8 Taninos

Los taninos y las ligninas, constituyen los principales grupos de compuestos
fitoquimicos que las plantas utilizan para la defensa. La estructura quimica que presentan los
taninos le confiere propiedades de importancia como la actividad antimicrobiana contra

bacterias, hongos, levaduras, y antiviral (Sanchez & Figueroa, 2022).

Usado hace tiempo atras para la obtencion de cuero por reaccion con las proteinas
presentes en las pieles de animales. Entre los alimentos con alto contenido de taninos se tiene
al café, chocolate o t¢ y no es recomendable su consumo en personas con anemia por
deficiencia de hierro porque interfiere en la absorcion de metales, asi como también puede

producir estrefiimiento (Farfan & Tapia, 2023).

1.2.2.9 Polisacaridos
Son cadenas de monosacéridos que pueden cumplir funciones de reserva energética
como ocurre con el almidon, estructurales como la celulosa y de proteccion como sucede en el

caso de la quitina (Sanchez & Figueroa, 2022).

Su deteccion diferencial se puede llevar a cabo mediante la prueba de iodo-lugol (Farfan
& Tapia, 2023). Estos se encuentran muy externamente de la pared celular, ademas son muy
abundantes y son polimeros de carbohidratos, su composicion incluye complejos que se

encuentran en macrohongos (Flores, 2017).

1.2.3 Actividad antioxidante por DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
El método de eliminacion de radicales libres a,a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH) fue
desarrollado por Brand-Willams y ofrece la primera aproximacion para evaluar el potencial

antioxidante de un compuesto, un extracto u otras fuentes bioldgicas. Este es el método mas

13



sencillo, en el que el compuesto o extracto en cuestion se mezcla con una solucion de DPPH y

se registra la absorbancia tras un periodo definido (Kedare & Singh, 2011).

1.2.4 Método de extraccion por maceracion

Este método se basa en sumergir los elementos vegetales en un recipiente hermético
con un disolvente y dejar que reposen a temperatura ambiente en el transcurso de un tiempo
predeterminado y, recomendablemente sacudirlos con frecuencia (Pifiero, Sifaoui & Lopez,

2015).

1.2.5 Rotavapor

El rotavapor es un equipo que sirve para evaporar sustancias mediante destilacion para
luego volver a condensarlas, esto con el fin de separar los componentes basicos entre si sin
dafiarlos por procesos de presion reducida. Este sistema se encuentra vinculado a una bomba
de vacio el cual genera una presidon negativa, lo que reduce considerablemente el punto de
ebullicion del disolvente. El matraz de base cilindrica en cada giro distribuye de manera

uniforme la temperatura emitida por el bafio maria (Trevenqueadmin, 2022).

Cuando se finaliza el proceso en el rotavapor, el matraz de evaporacién contiene
solamente el solido que se encuentra pegado a la pared y el disolvente queda recogido en el

matraz colector y puede ser reutilizado o eliminado (Farfan & Tapia, 2023).
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Figura 3

Partes del Rotavapor

Nota. Rotavapor (Farfan & Tapia, 2023).
1.2.6 Actividad antibacteriana

Es la capacidad de una sustancia para inhibir el desarrollo y crecimiento de una bacteria.
Se distingue del efecto bacteriostatico ya que este es transitorio o puede revertirse debido a sus

multiples mecanismos enzimaticos (Ayala, 2019).

1.2.6.1 Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Pleurotus ostreatus

La actividad contra muchos microorganismos que tiene el hongo Pleurotus ostreatus
se ha desarrollado por la sobrevivencia que tienen de unos a otros y en este caso a bacterias.
En otras palabras, este hongo por otra parte de ser comestible también origina compuestos
antibiodticos u toxicos que pueden hostilizar varios tipos de microorganismos, incluidas las

bacterias, levaduras o hasta otro tipo de hongos (Flores, 2017).

» Esto se debe a la cantidad de compuestos terpénicos que contiene. Los
sesquiterpenos, que tienen propiedades bactericidas, son los compuestos

terpénicos que tienen esta accion en un superior porcentaje (Flores, 2017).
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El grupo hidroxilo de los flavonoides interactian con las proteinas de
membrana, lo cual aumenta la rigidez y pérdida de la morfo-funcién. En
organismos como E. coli inhibe la capacidad de generar biopeliculas (Bernal,
2019).

Los fenoles destruyen la pared, la membrana celular e inactivan los sistemas
enzimaticos con mejor accion sobre los Gram positivos (Xu, 2021).

Las saponinas poseen una capacidad fisicoquimica que disminuye la
permeabilidad de membrana y la desintegra (Farfan & Tapia, 2023).

Los alcaloides isoquinoléicos afectan el ADN de las bacterias al inhibir la
actividad de las proteinas y la sintesis de enzimas necesarias para la
transcripcion (Sepulveda, 2003).

Los taninos presentan accion bactericida porque inhiben la absorcion de

nutrientes en las bacterias (Xu, 2021).

1.2.7 Método de KIRBY - BAUER

El método de Kirby - Bauer, también conocido como disco difusion, es una técnica

cualitativa para evaluar la susceptibilidad de un microorganismo a los farmacos

antimicrobianos utilizando una concentracion estandarizada o conocida. Para clasificar en

diferentes dimensiones como: Sensible (S), Intermedio (I) o Resistente (R) (Vazquez, 2020).

El método consiste en inocular sobre toda la superficie del agar una determinada

cantidad de bacterias que debe ser ajustada a 0,5 segtn la escala de McFarland, para luego

colocar sobre ella discos de papel filtro con antibidtico o una sustancia en evaluacion para luego

medir su capacidad inhibitoria (Farfan & Tapia, 2023).

La sensibilidad mostrada por la bacteria al extracto etanodlico se determina mediante la

comparacion de los halos de sensibilidad creados en el andlisis con la escala de Duraffourd,
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que tiene las siguientes medidas: sensibilidad nula (menos de 8 mm), sensible (8 — 14 mm),

muy sensible (15 — 20 mm) y altamente sensible (mas de 20 mm) (Ayala, 2019).

Figura 4

Meétodo de KIRBY - BAUER

Nota. Test de Kirby-Bauer con filtros blancos que contienen antibiotico (Ayala, 2019)

1.2.8 Escherichia coli ATCC 35218 (Mingula) Castellani and Chalmers

1.2.8.1 Descripcion

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo aerobia comensal mas numerosa del
intestino grueso. Algunas cepas causan heces acuosas y todas ellas pueden provocar una

infeccion si penetran sitios estériles, lo que conduce a la infeccion activa (Bush & Vazquez,

2022).

1.2.8.2 Caracteristicas de la cepa de Escherichia coli ATCC 35218

Escherichia coli ATCC 35218 es recomendada por la National Commitee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) como el organismo de control de calidad para los agentes
inhibidores de B-lactamicos—fB-lactamasas. Sin embargo, las directrices actuales recomiendan
la prueba de Escherichia coli ATCC 35218 con medio Mueller-Hinton (MH) (Butler et al.,

1999).
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La cepa de Escherichia coli se aislé de un canino en Tennessee (EE. UU). Esta cepa
ATCC 35218, con genoma completo secuenciado, puede utilizarse en pruebas de discos de
susceptibilidad o como cepa de control de calidad (ATCC, s.f.).

1.2.8.3 Ubicacion taxondmica

Reino: Monera
Filum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia
Especie: Escherichia coli
ATCC: 35218
Seglin la clasificacion de Garrity et al., 2003, p.117

1.2.8.4 Patogenia

El 80 % de las infecciones de tracto urinario son desencadenadas por Escherichia coli.
De igual manera puede causar enfermedades respiratorias e infecciones en el torrente
sanguineo (CDC, 2022). Comunmente causa la diarrea del viajero y el peor tipo ocasiona
diarrea hemorrdgica que a veces puede causar insuficiencia renal llegando hasta la muerte

(National Library of Medicine, 2021).
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1.2.9 Staphylococcus aureus ATCC 25923 subsp. aureus Rosenbach

1.2.9.1 Descripcion

Pertenece a los Gram positivos con forma de cocos, aunque las cepas viejas o los
microorganismos fagocitados se tifien como Gram negativo. Puede presentarse en racimos,
cadenas o parejas. Su diametro estd comprendido de 0,8 a 1,5 micrometros (um) y permanece
inmo6vil. Unas cuantas cepas generan una capsula externa mucoide que acrecientan su
disposicion para producir infecciones. Es anaerobio facultativo, coagulasa positiva, catalasa

positiva y oxidasa negativa en cuanto a su metabolismo (Insst, s. f.).

1.2.9.2 Caracteristicas de cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus, cepa Seattle 1945, es un aislado clinico secuenciado de genoma
completo. Este cultivo se utiliza como cepa de control de calidad para la prueba CAMP, el
analisis de concentrado de humo de lefia, la evaluacion del agar Mueller-Hinton, el analisis de
productos lacteos, las pruebas de medios, la difusiéon en disco CLSI y para productos Abbott y
Autobac (ATCC, s. f.).

1.2.9.3 Ubicacion taxonémica

Reino: Monera

Filum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphyloccocus
Especie: Staphylococcus aureus
ATCC: 25923

Segun la clasificacion de Garrity et al., 2003, p.188
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1.2.9.4 Patogenia

Staphylococcus aureus es el agente causal de infecciones profundas como inflamacion
de hueso (osteomielitis) y endocarditis, ampollas, ronchas, infecciones nosocomiales como
también infecciones por intoxicacion alimentaria causado por la liberacion de enterotoxinas
(ABIS online, 2020), comunmente ocasiona infecciones de la piel, como forinculos (CDC,

2022).

1.2.10 Descripcion del antibiotico

1.2.10.1 Caracteristicas generales de la Fosfomicina

La fosfomicina (cis-1,2-acido epoxipropilfosfonico) es un antibidtico bactericida de
amplio espectro, de accion bactericida frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas

(Farfan & Tapia, 2023).

Figura §

Discos de Fosfomicina 200 ug

Nota. Fosfomicina 200 ug (Farfan & Tapia, 2023)

Es un antibidtico bactericida que bloquea la sintesis de los precursores del
peptidoglucano. Es activa in vitro frente a numerosas bacterias grampositivas y gramnegativas,
entre ellas Sthaphylococcus aureus y Escherichia coli. Es resistente a Bacteroides spp.

(Asociacion Espafiola De Pediatria, s.f.).
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1.2.10.2 Mecanismo de accion de la Fosfomicina

Su mecanismo de accion es por inhibicion de la sintesis de pared celular bacteriana, ya
que es incorporada al interior de la célula por el sistema transportador L-a-glicerofosfato y por
el sistema de transporte de hexosas fosfatos en muchas especies el cual es inducido por la
presencia de glucosa-6-fosfato e inhibido por la presencia de glucosa y fosfatos. Tiene la
capacidad de interrumpir la sintesis de la pared celular mediante la inhibicion de
fosfoenolpiruvato sintetasa, interfiriendo de esa manera con la produccion de peptidoglicano e

inhibiendo su crecimiento en placa (Werth, 2022).

21



CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1 Procedencia de 1a muestra

la empresa Fungivoro Peru S.A.C — Lima/ Callao Pert garantizando la trazabilidad del origen.

Las muestras frescas de Pleurotus ostreatus de calidad comercial fueron adquiridas de

2.2 Lugar de ejecucion

Ciencias Biologicas, en el laboratorio LQ 204 de Bioquimica del departamento de Quimica de
la Facultad de Ciencias, y en el laboratorio de cromatografia y espectrofotometria del pabellon
de control de calidad. Todos los laboratorios mencionados se encuentran ubicados en la ciudad

universitaria de Perayoc de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio C-229 de la Facultad de

2.3 Material biolégico

O Pleurotus ostreatus “Hongo Ostra”

O Escherichia coli (Mingula) Castellani and Chalmers — ATCC 35218

(0]

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach - ATCC 25923

2.4 Material de laboratorio

2.4.1 Equipos

(0]

(0]

Autoclave (Phoenix modelo AV-75 PLUS 12X 15)
Calentador eléctrico (SKR)

Mechero Bunsen (Chapolab)

Refrigeradora (Coldex modelo CN 33BL)
Incubadora (H. W. Kessel S. A. modelo EK-610)
Bafio Maria (Hubner)

Balanza analitica (H. W. Kessel S. A. modelo EK-200)
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0 Rotavapor (PACK-CARD modelo 6890 N)
0 Micropipetas y puntas de 5 — 50 uL (WORNER-LAB)
0 Micropipetas y puntas de 10 — 100 uL (WORNER-LAB)

0 Vernier digital (Mitutoyo Absolute 500-196-20)

2.4.2 Material de vidrio
0 Placas Petri de vidrio (Pyrex 90 x 15 mm)
0 Frascos de vidrio con tapas (herméticos)
0 Frasco ambar de 1L de capacidad
0 Tubos de ensayo con capacidad de 5 mL
0 Matraz de 250 mL
0 Matraz de 500 mL
0 Probeta de 100 mL
0 Pipeta de 50 mL
O Bagueta
0 Frascos ambar de 100 mL de capacidad

0 Frascos pequefios ambar de vidrio 10 mL

2.4.3 Medios de cultivo
0 Agar Mueller Hinton (Britania)
0 Caldo BHI (Britania)
0 Agar MacConkey (Britania)

0 Agar Manitol salado (Britania)

2.4.4 Reactivos

0 Etanol de 96° comercial
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2.4.5 Otros materiales
o0 Papel aluminio
0 Gasa
0 Papel Kraft
0 Asa de siembra (1 ul)
o0 Pabilo
0 Hisopos estériles
O Agua destilada
0 Pinzas
0 Aguja de siembra
0 Papel Whatman N°3

0 Perforador

2.4.6 Antibiotico de comparacion

0 Discos de sensibilidad de fosfomicina de 200 pg (Britania)
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2.5 Metodologia
2.5.1 Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, ya que se manipularon de
forma controlada la variable independiente (concentraciones del extracto etanélico al 96% de
Pleurotus ostreatus) para observar su efecto sobre las variables dependientes como la Actividad

antioxidante y la actividad antibacteriana.

El enfoque de la investigacion es mixto, ya que en la marcha fitoquimica se recopilaron
datos cualitativos. Con respecto a la actividad antioxidante y la actividad antibacteriana se

recopilaron datos cuantitativos.

Los detalles del procedimiento de la investigacion se resumen en el siguiente

flujograma:

Figura 6

Flujograma

Nota. Elaboracion propia
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2.5.2 Linea de investigacion
La linea de investigacion pertenece a microbiologia segtn la resolucion N° 2205-2022-

FC-UNSAAC.

2.5.3 Métodos y fundamentos

2.5.3.1 Obtencion, Manejo y Trituracion

Segun la metodologia de Flores (2017) las muestras frescas de Pleurotus ostreatus se
enjuagaron con agua destilada para quitar los residuos que pudiera tener, y se trituraron en
diminutos fragmentos para favorecer su extraccion.

2.5.3.2 Obtencion de extracto etanolico - Método de Maceracion

Continuando con la metodologia de Flores (2017) que utiliz6 una proporcion 1 : 2 es
decir se peso la cantidad de 150 g de muestra fresca triturada de Pleurotus ostreatus con un
volumen de 300mL de etanol al 96 %, luego lo llevo a reposar por 1 semana en oscuridad,

agitando de 20 a 30 minutos diarios.

Se utilizé 900 g de muestra fresca triturada con un volumen de 1800 mL de etanol al
96% vy se llevé a macerar por 2 semanas agitando 20 minutos diarios, al culminar este tiempo

se procedio a filtrar y de esta forma se obtuvo el extracto etandlico.

2.5.3.3 Concentracion de Extracto Etandlico

Segun la metodologia de Flores (2017) la concentracion del extracto fue gracias al
Rotavapor, para lo cual se coloco agua en el Bafio Maria, se encendié el equipo que estuvo
conectado con las mangueras apropiadamente. Al matraz de destilacion se afiadio 150 mL del
extracto etanolico. Luego, se sujetd el balon al adaptador y se coloco en el Bafio Maria para el
traspaso de vapor. Se abrio la llave de agua que enlaza la manguera al refrigerante y se controld

la velocidad de evaporacion con el boton de rotacion, teniendo una rotacion entre 90 a 110 rpm
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para asi evitar que se genere una capa espesa alrededor del matraz de destilacion. Asi se repitio

el proceso hasta lograr concentrar todo el extracto.

2.5.3.4 Calculo del porcentaje de rendimiento

Después de separar el extracto del diluyente en el rotavapor, se utilizé6 un método
gravimétrico para calcular el porcentaje de rendimiento, en el cual se tomd en cuenta el peso
inicial de Pleurotus ostreatus (P1) y el peso final del extracto etanolico (Pf). Asi se logré aplicar

la siguiente formula. (Olivera & Gutierrez, 2021)
P
%Pr = Zx100
Pi

Donde:

Pf= Peso final del extracto etanolico alcanzado después del rotavapor

Pi = Peso inicial

% Pr = Porcentaje de rendimiento

2.5.3.5 Marcha quimica cualitativa

El extracto etanolico de Pleurotus ostreatus obtenido después de la maceracion fue
transferido al Laboratorio de Cromatografia y Espectrofotometria del pabellon de Control de
Calidad de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco para efectuar la
determinacion cualitativa de compuestos fenolicos, flavonoides, alcaloides, triterpenos,

esteroides, saponinas y taninos. Los métodos que fueron utilizados para la obtencion de estas

pruebas fueron:
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2.5.3.5.1 Determinacion de compuestos fendlicos por Tricloruro de Hierro

En esta reaccion el cloruro férrico es neutralizado con hidroxido sodico hasta que se
forme un leve precipitado, posteriormente la disolucioén neutra de cloruro forma un complejo
coloreado transitorio o permanente (Bermejo et al., 2014).

Un resultado positivo se indica cuando se torna un complejo coloreado transitorio o
permanente de color purpura, verde o azul, caso contrario se considera negativo (Farfan &
Tapia, 2023).

2.5.3.5.2 Determinacion de Flavonoides por reaccion de Shinoda

Un resultado positivo se indica con un cambio a color amarillo, naranja, carmelita o
rojo intenso en el extracto, producto de la reduccion de los flavonoides a antocianidinas, lo que
causa un cambio de color y una conjugacion extendida (BVS, n.d.).

2.5.3.5.3 Determinacion de Alcaloides por reaccion de Dragendorff

La reaccion se basa en la combinacion de los alcaloides con metales pesados, para lo
cual se necesita como medio de reaccidon una solucidon acuosa acida (NIH, 2020).

Un resultado positivo se indica con un precipitado anaranjado o rojo anaranjado debido
a la reaccion entre el reactivo de Dragendorff y los alcaloides (Farfan & Tapia, 2023).

2.5.3.5.4 Determinacion de Triterpenos y esteroides por reaccion de Liebermann —
Burchard

Se fundamenta en la reaccion de un esteroide (como el colesterol) en una solucion de
cloroformo con anhidrido acético y acido sulfurico concentrado (Adu et al., 2019).

. Un resultado positivo se indica con un cambio de color de rosa a verde intenso, debido

a la formacion de polimeros de hidrocarburos no saturados (Farfan & Tapia, 2023).
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2.5.3.5.5 Determinacion de Saponinas por aparicion de Espuma

Se fundamenta en la propiedad tensoactiva de las saponinas, que les permite formar una
espuma estable al ser agitadas en una solucion acuosa, de manera similar a los detergentes
(Mena et al., 2015).

Un resultado positivo se indica con la formacién de espuma (Farfan & Tapia, 2023).

2.5.3.5.6 Determinacion de Taninos por reaccion de Gelatina-sal

Implica la adicion de una solucion de gelatina con sal a un extracto de la muestra
(Lyndon et al., 2009).

Un resultado positivo se indica con la formacion de un precipitado gelatinoso de color
azul al exponerse a la luz (Farfan & Tapia, 2023).

2.5.3.6 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

El extracto etanolico de Pleurotus ostreatus fue transferido al Laboratorio de
Cromatografia y Espectrofotometria del pabellén de Control de Calidad de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco para efectuar la determinacion de la actividad

antioxidante.

El método que fue utilizado para la obtencidon de esta prueba fue el método de DPPH
(1,1- difenil-2-picril-hidrazilo) que se fundamenta en la medida del radical DPPH al 80 %
diluido en alcohol metilico a 100 uM (3,9 mL) a una longitud de onda de 517 nm. Donde se
agrega 0,1 mL de la muestra a utilizar, se combinan bien y se deja en la oscuridad durante 30
minutos. Previamente de agregar la muestra y después de 30 minutos al igual que 60 minutos,
se realizan medidas de absorbancia a 517 nm. La concentracion de DPPH en el medio de
reaccion se encuentra utilizando una curva de calibrado que se obtiene mediante regresion
lineal. Los hallazgos se muestran en TEAC, que es la actividad equivalente a Trolox (uM/g de

muestra de peso fresco) (Kuskoski et al., 2005).
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2.5.3.7 Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se utilizaron cepas Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 de American Type Culture Collection (ATCC) que pertenecen al Laboratorio de
Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas.

Se inici6 con la reactivacion de microorganismos Monitores (Bacterias), a partir de
caldo BHI, y placas con agar MacConkey y agar Manitol Salado.

2.5.3.7.1 Activacion de las cepas

Para ambas cepas se rehidratd el precipitado con 0,5 mL de caldo BHI. Luego se
transfirié el contenido a un tubo de ensayo estéril con 5 mL de caldo BHI (Farfan & Tapia,
2023).

Para cultivar la cepa de Escherichia coli ATCC 35218, se utilizd 250mL de agar
MacConkey. Asi mismo, para cultivar la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, se utilizd
250mL de agar Manitol Salado.

2.5.3.7.2 Preparacion del Medio de Cultivo: Agar Mueller — Hinton

Segun Flores (2017) se preparé 1000 mL de Agar Mueller — Hinton a partir del reactivo

comercial para un total de 16 placas.

2.5.3.7.3 Diluciones del Extracto para evaluar la actividad antibacteriana
Del extracto etanolico al 96% del hongo Pleurotus ostreatus adquirido por maceracion
y luego concentrado, se tomd concentraciones de 1000mg/mL (100%), 500mg/mL (50%),

250mg/mL (25%), repartiéndolo en tres tubos estériles.

Para las diluciones se utiliz6 agua destilada esterilizada, ya que no posee efecto
bactericida por lo cual no infiere en los resultados obtenidos (Flores, 2017). Se prepararon 3
concentraciones de 1000, 500 y 250 mg/mL segln estipula el Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) (Flores, 2017).
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Figura 7

Preparacion de las concentraciones.

Nota. Elaboracion propia

2.5.3.7.4 Preparacion y siembra del Inoculo

Se uso6 dos tubos de ensayo cada uno con 3 mL de agua destilada esterilizada. En uno
se agregd colonias de Escherichia coli (Suspension A) y al otro se agregd colonias de
Staphylococcus aureus (Suspension B). La estandarizacion del inoculo se realizo visualmente,
la turbidez fue ajustada al equivalente del estandar de 0,5 en la escala de McFarland contra un
fondo blanco con lineas blancas y negras contrastantes (Farfan & Tapia, 2023). Y se procedio
a inocular en la superficie de las placas con Mueller Hinton, esto fue por agotamiento es decir

en su totalidad (Flores, 2017).

2.5.3.7.5 Preparacion de discos en blanco e inoculacion en discos
Para los discos se uso papel filtro Whatman N° 3, el cual fue perforado para generar

pequeiios circulos los cuales se denominaron como “Disco en blanco” (Farfan & Tapia, 2023).

Posteriormente fueron esterilizados por calor seco en placas de Petri a 150°C por 2

horas y media. Cuando los discos en blanco se enfriaron a 48 se les inoculd 5 uL del extracto

31



etanolico al 96% obtenido de Pleurotus ostreatus, a 16 se les inoculd el control negativo (agua
destilada esterilizada) y se dejo secar por 24 horas a temperatura ambiente (Harfouch & Ghosh,

2021).

En la presente investigacion se prepararon 80 discos en blanco de los cuales 16 discos
fueron inoculados con la concentracion de 1000 mg/mL, 16 discos fueron inoculados con la
concentracion de 500 mg/mL, 16 discos fueron inoculados con la concentracion de 250 mg/mL,
16 discos fueron inoculados con el control negativo y 16 discos quedaron como respaldo en

caso de dafio.

2.5.3.7.6 Control positivo
Se utilizé Fosfomicina a 200 pg como control positivo, ya que es un antibidtico
sugerido para el manejo de infecciones provocadas por bacterias Gram negativas

multirresistentes y Gram positivas (Farfan & Tapia, 2023).

2.5.3.7.7 Control negativo
Se us6 como control negativo agua destilada esterilizada, para no generar ningun tipo

de sensibilidad (Flores, 2017).

En los 16 “discos en blanco” de papel filtro se agrego6 5 puL del control negativo que fue
agua destilada esterilizada, los cuales se dejaron secar por alrededor de 24 horas (Harfouch &

Ghosh, 2021).

2.5.3.7.8 Distribucion de discos en placas con indculo bacteriano

En la distribucion se utiliz6 un hisopo estéril donde se aplicd la suspension A
(Escherichia coli) en 8 placas y la suspension B (Staphylococcus aureus) en otras 8, sumando
un total de 16 placas. Después de la inoculacion, se mantuvo la placa en reposo durante 5

minutos a temperatura ambiente (Farfan & Tapia, 2023).
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Una vez preparado y sembrado el indculo bacteriano, con la ayuda de una pinza estéril
se colocd sobre la superficie del agar los discos de sensibilidad inoculados con las diferentes
concentraciones (1000 mg/mL, 500 mg/mL, 250 mg/mL) del extracto etandlico al 96% de
Pleurotus ostreatus, los controles positivos (Fosfomicina de 200ug) y negativos (agua destilada
esterilizada), dejando una separacion de 30 mm entre cada disco y 20 mm de los bordes de la
placa, los cuales se colocaron presionando suavemente sobre la placa, garantizando asi un
contacto total con la superficie del medio de cultivo (Ayala, 2019). Los discos se dejaron secar
en el agar por 5 al0 minutos, transcurridos los 10 minutos, se incubaron las placas a 35 °C

durante 18 a 24 horas (Farfan & Tapia, 2023).

La experimentacion se realizo en 8 placas para cada cepa, obteniendo en cada placa 5
discos segtn la distribucion de la Tabla 2, y en la (Figura 8) se muestra una descripcion grafica

de la distribucion de discos en placa (cada analisis de las 8 placas se hizo por triplicado).

Tabla 2

Distribucion de discos por placa inoculados con Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Placas de Escherichia coli Placas de Staphylococcus aureus

1 disco de Fosfomicina de 200 ug (Control 1 disco de Fosfomicina de 200 ug (Control

Positivo) Positivo)
1 disco con concentracion de 250 mg/mL 1 disco con concentracion de 250 mg/mL

1 disco con concentracion de 500 mg/mL 1 disco con concentracion de 500 mg/mL

1 disco con concentracion de 1000 mg/mL 1 disco con concentracion de 1000 mg/mL

1 disco con agua destilada esterilizada 1 disco con agua destilada esterilizada

(Control Negativo) (Control Negativo)
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Figura 8

Distribucion de discos en cada una de las placas

Nota. Distribucion de discos (Farfan & Tapia, 2023)

2.5.3.7.9 Lectura de las placas
En cada una de las placas se tom6 las medidas del halo de inhibicidon generado y se
realiz6 con la ayuda de un vernier digitalizado (Farfan & Tapia, 2023).
Posteriormente dichas medidas fueron clasificadas segun la escala de Duraffourd
(Ayala, 2019).
» Sensibilidad nula (<8 mm)
» Sensible (8 — 14 mm)
» Muy sensible (15 — 20 mm)
» Altamente sensible (>20 mm)
2.5.3.8 Analisis de datos estadisticos:
La informacion recolectada fue organizada en el programa Microsoft Excel version
2108, luego se proceso en el programa IBM SPSS Statistics 31,0 la distribucion de media,
mediana, moda, desviacion estandar, varianza, rango, minimo y maximo, frecuencia absoluta,
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porcentual, y test de Chi cuadrado, empleando un nivel de confianza de 95 % (Farfan & Tapia,

2023).
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Rendimiento de la extraccion etandlica al 96% de Pleurotus ostreatus

Considerando que el peso inicial de Pleurotus ostreatus fue de 900 g. Tras el proceso
de extraccion etanolico de metabolitos secundarios y su separacion del disolvente con ayuda
del rotavapor se obtuvo un peso final de 67,877 g.

Con los datos obtenidos se logro hallar el porcentaje de rendimiento mediante la
formula, donde el porcentaje de rendimiento obtenido después de la maceracion de 2 semanas
de Pleurotus ostreatus fue de 7,54%, en comparacion con el estudio de Flores (2017) quien a
partir de 150 g de muestras frescas de Pleurotus ostreatus maceradas por 1 semana se obtuvo
6,39 g de extracto puro y determind un porcentaje de rendimiento de 4,26%.

Con esta comparacion de estudios se determind que su porcentaje de rendimiento fue
menor al nuestro en un 43,5%, esta diferencia significativa sugiere que la optimizacion del
tiempo de maceracién al doble de duracion es un factor determinante para maximizar la
obtencion del extracto. Asimismo, las diferencias de peso influyen en el peso final de la
extraccion.

3.2 Marcha fitoquimica cualitativa del extracto etanoélico al 96% de Pleurotus ostreatus

Los resultados obtenidos de las multiples reacciones quimicas del extracto etanolico
al 96% de Pleurotus ostreatus fueron sistematizados en la Tabla 3 donde se detalla el tipo de
metabolito secundario, método, coloracion, resultados e interpretacion donde: Abundante=
+++, Poco= ++, muy poco= +, Ausente =.

Se observa la presencia de flavonoides (poco), triterpenos y esteroides (muy poco).
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Tabla 3

Marcha fitoquimica cualitativa del extracto etandlico de Pleurotus ostreatus

Metabollfo Método Coloracion Resultados Interpretacion
secundario
Compuestos Tricloruro de Sin reaccion - Ausente
Fenolicos Hierro
Flavonoides Shinoda Naranja ++ Poco
Alcaloides Dragendorff Sin reaccion - Ausente
Triterpenos y Liebermann-

' Verde claro + Muy poco
Esteroides Burchard
Saponinas Espuma Sin reaccion - Ausente
Taninos Gelatina Sin reaccioén - Ausente

Nota: Abundante= +++, Poco= ++, muy poco= +, Ausente = -

Esto se puede deber probablemente a las caracteristicas del entorno del hongo como el

clima o a la temperatura utilizada en el proceso de extraccion por el rotavapor ya que estos

metabolitos pueden disminuir significativamente al ser sometida a altas temperaturas (Garcia

et al., 2022).

Los datos presentados en el cuadro concuerdan con estudios realizados en México por

Valencia del Toro et al. (2008), a pesar que utilizé Hexano para el proceso de maceracion, ya

que determinaron la presencia de Flavonoides, Triterpenos y Esteroides.

Cinco autores mencionados en los antecedentes (Rivero et al., Flores, Lara et al., Flores

y Valencia del Toro et al.) realizaron el analisis fitoquimico para determinar cualitativamente

los metabolitos secundarios de Pleurotus, los cuales se detallan en la Tabla 4:
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Tabla 4

Antecedentes de otros autores en la marcha quimica para metabolitos secundarios

Autor Valencia
Presente Rivero et  Flores Flores Laraetal. del Toro
. Y al. 2024 2017 2021 2017 et al.
investigacion P P P (P 2008
Metabolito (P ostreatus) djamor)  ostreatus) ostreatus) ostreatus) (P.
secundario djamor)
Alcaloides Negativo Positivo Negativo Positivo ~ Positivo  Negativo
Flavonoides Positivo Negativo  Positivo  Negativo ~ Positivo  Positivo
Compuestos . Sin o _ Sin Sin
Negativo Positivo  Negativo
Fendlicos evaluar evaluar evaluar
Triterpenos o o o Sin ) o
Positivo Positivo  Positivo Negativo  Positivo
y Esteroides evaluar
. . ., . Sin . .
Saponinas Negativo Negativo  Positivo Negativo  Negativo
evaluar
] Sin o Sin ) )
Taninos Negativo Positivo Negativo  Negativo
evaluar evaluar
. . ' Sin Sin _
Quinonas Sin evaluar  Negativo Negativo Negativo
evaluar evaluar
Lugar Cusco — Pert Peru Ecuador  Ecuador México México

En el estudio de Rivero et al. (2024) en el cual sus muestras de Pleurotus djamor fueron
colectadas en Cusco (La Convencion), difiere con respecto a la presente investigacion ante la
presencia de alcaloides, esto puede deberse a la diferencia entre las altitudes de donde se
obtuvieron las muestras.

Mientras que en el estudio de Rivero et al. (2024) no encontraron la presencia de

flavonoides en Pleurotus djamor en esta investigacion si se confirmd la presencia del
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metabolito secundario antes mencionado, esto sugiere que Pleurotus ostreatus podria ser una
fuente mas estable de flavonoides.

Aunque en el estudio de Flores (2017) se utiliz6 el mismo método de extraccion
(rotavapor) con setas frescas de Pleurotus ostreatus, la marcha quimica demostr6 la presencia
de: compuestos fendlicos, saponinas y taninos, sin embargo, las muestras utilizadas en la
presente investigacion no presentaron estos metabolitos. Esto refuerza la conclusion de Beltran
et al. (2024) que indica que el tipo de suelo y el entorno (factores abidticos) modifican la
composicion quimica final, incluso dentro de la misma especie.

Asimismo se evidencio la presencia de flavonoides, triterpenos y esteroides; de acuerdo
a sus resultados, estos compuestos fitoquimicos presentan actividad antibacteriana.

Con respecto al estudio de Lara et al. (2017) realizada en México, en ambas
investigaciones se utilizdo P. ostreatus pero la marcha quimica de las muestras del hongo
presentd alcaloides, pero no Triterpenos y Esteroides los cuales si se evidenciaron en la presente
investigacion; la discrepancia de los resultados se podria atribuir a que las muestras de Lara
fueron sometidas a una técnica de secado que afecto la presencia de los metabolitos.

En el estudio de Flores (2021) se demostrd la presencia de Alcaloides, dicho metabolito
no se presencio en la presente investigacion.

En comparacion con la marcha quimica de las muestras de hongo fresco utilizadas en
Meéxico en el estudio de Valencia del Toro et al. (2008) se obtuvo la presencia de los mismos
metabolitos secundarios, siendo estos los Flavonoides, Triterpenos y Esteroides. Donde
concluyeron que los terpenos son implicados como el fitoconstituyente responsable de su
actividad antibacteriana.

La coincidencia en la presencia de Triterpenos y esteroides en la mayoria de los autores

consultados tanto para P. ostreatus y P. djamor (Rivero et al., 2024; Flores, 2017; y Valencia
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del Toro et al., 2008) reafirman que estos metabolitos secundarios son constituyentes
fundamentales del género.
3.3 Actividad antioxidante del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus

Se observo que la actividad antioxidante obtenida por el método DPPH del extracto
etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus fue de 38,3%. Dos autores mencionados en los
antecedentes (Flores, 2021; Beltran et al., 2024) realizaron el andlisis para la actividad
antioxidante segun el método DPPH, los cuales se detallan en la Tabla 5:
Tabla 5

Antecedentes de otros autores con el método DPPH

Antioxidantes método DPPH

Presente Beltran et al.
Flores (2021)
investigacion (2024)
Extracto Extracto Extracto Acido o Extracto
) ) Vitamina C
etandlico etandlico 96%  acuoso  ascorbico puro acuoso
38,3 % 47,26% 86,41% 81,52% 14,16% 18,94 %

Con respecto al estudio de Flores (2021) donde se evidencié un porcentaje de inhibicion
de 47,26% en su extracto etanolico, 86,41% en su extracto acuoso, mientras las sustancias de
referencia fueron: acido ascoérbico puro con un porcentaje de 81,52% y de la Vitamina C
comercial que fue de 14,16%; se determinod que su resultado del extracto etandlico al 96% fue
mayor en 18,95% al resultado del extracto etandlico al 96% obtenido en la investigacion. Esta
diferencia significativa sugiere que la optimizacion del tiempo de maceracion al doble de
duracion es un factor que influye en la presencia de los metabolitos responsables de la captacion
de radicales libres. Ademas, se observo que su extracto acuoso presenté mayor actividad
antioxidante que el extracto etanolico usado en su estudio y en la presente investigacion, esto
puede deberse a que en su extracto acuoso hubo presencia de flavonoides lo cual refuerza lo

que menciona Effiong et al. (2024), que estos son captadores de radicales libres por excelencia.
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En la presente investigacion el extracto etanolico presentd mayor actividad antioxidante
que la Vitamina C, pero menor actividad que el Acido ascérbico que fueron patrones de
referencia en el estudio de Flores (2021).

En el estudio de Beltran et al. (2024) se observé mucha diferencia en comparacion al
estudio de Flores (2021) respecto al extracto acuoso de Pleurotus ostreatus, esto puede deberse
que en la primera investigacion el cultivo se realizé en sustrato de pulpa de café mientras que
en la segunda investigacion fue obtenido comercialmente.

3.4 Actividad antibacteriana in vitro generada por el Extracto etanolico al 96% de
Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones

Se realizo la evaluacion en las 16 placas mediante la medicion del diametro de halos de
inhibicion de las diferentes concentraciones en el estudio, después de la incubacion por 24
horas a 35 °C, los resultados obtenidos se sintetizan en la tabla 6 y 7.

3.4.1 Frente a la cepa Escherichia coli ATCC 35218
Tabla 6

Antibiograma en placas inoculadas con E. coli

Tamaiio del halo generado en Escherichia coli en milimetros

N° de Control Positivo Control 1000mg/mL  500mg/mL 250 mg/mL

placa  (Fosfomicina 200ug) Negativo (100%) (50%) (25%)
1 37,22 (AS) 0,0 (R) 10,38 (S) 9,97 (S) 8,89 (S)
2 38,47 (AS) 0,0 (R) 8,63 (S) 8,05 (S) 7,24 (R)
3 38,93 (AS) 0,0 (R) 9,03 (S) 8,95 (S) 8,11 (S)
4 39,33 (AS) 0,0 (R) 9,81 (S) 9,13 (S) 8,81 (S)
5 37,46 (AS) 0,0 (R) 9,97 (S) 8,15 (S) 7,87 (R)
6 40,54 (AS) 0,0 (R) 9,35 (S) 8,98 (S) 7,65 (R)
7 37,48 (AS) 0,0 (R) 8,05 (S) 7,63 (R) 7,03 (R)
8 39,12 (AS) 0,0 (R) 8,96 (S) 8,68 (S) 8,12 (S)
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La clasificacion de valores en la Tabla 6 se realizé de acuerdo a la escala de Duraffourd,
donde <8mm es Resistente (R), 8 — 14mm es Sensible (S), 15 — 20mm es Muy Sensible (MS)
y >20mm es Altamente Sensible (AS).

Se observan los siguientes resultados de la medicion de los didmetros de halos de
inhibicion generados por las distintas concentraciones del extracto etanolico de Pleurotus
ostreatus frente a la cepa control Escherichia coli ATCC 35218, donde:

En todas las placas de la concentraciéon de 1000 mg/mL (100%), se observo actividad
antibacteriana, clasificadas como Sensible (S).

En las placas de concentracion de 500 mg/mL (50%) se observo actividad
antibacteriana clasificada como Sensible (S), excepto en la placa 7 que fue clasificada como
Resistentes (R).

En las placas de concentracion de 250 mg/mL (25%) solo se observo actividad
antibacteriana clasificada como Sensible (S) en las placas 1, 3, 4 y 8; mientras que las placas
2,5, 6 y 7 fueron clasificadas como Resistentes (R).

A diferencia de lo reportado por Flores (2017), quien no observd inhibicion frente a E.
coli, los resultados del presente estudio demuestran que el extracto de P. ostreatus posee una
actividad antibacteriana a altas concentraciones (1000 mg/mL). Esta discrepancia podria
atribuirse a que las muestras fueron adquiridas de diferentes zonas geograficas y esto pudo
influir en la presencia de los metabolitos secundarios que confieren estas propiedades
antibacterianas.

La sensibilidad observada en el 50% de las placas a una concentracion de 250 mg/mL
sugiere que el extracto mantiene propiedades antibacterianas incluso bajo dilucion, lo cual
refuerza lo hallado por Lara et al. (2017) sobre la eficacia del extracto en su concentracion de

de 98,75 mg/mL.
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Al comparar con Sutthisa y Anujakkawan (2023) se observa una coincidencia en la
potencialidad de P. ostreatus, aunque ellos obtuvieron mejores resultados con acetato de etilo
que con el etanol, esta diferencia sugiere que la concentracion del solvente y la polaridad
pueden influir en la liberacion de los compuestos bioactivos.

3.4.2 Frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
Tabla 7

Antibiograma en placas inoculadas con S. aureus

Tamafio del halo generado en Staphylococcus aureus en milimetros

N° de Control Positivo Control 1000mg/mL  500mg/mL 250 mg/mL

placa (Fosfomicina 200ug) Negativo (100%) (50%) (25%)
1 41,26 (AS) 0,0 (R) 9,36 (S) 9,28 (S) 8,69 (S)
2 45,36 (AS) 0,0 (R) 10,28 (S) 9,41 (S) 8,04 (S)
3 46,48 (AS) 0,0 (R) 8,18 (S) 7,92 (R) 7,02 (R)
4 44,33 (AS) 0,0 (R) 7,83 (R) 7,44 (R) 7,16 (R)
5 43,03 (AS) 0,0 (R) 7,64 (R) 7,35 (R) 6,91 (R)
6 45,10 (AS) 0,0 (R) 8,14 (S) 8,01 (S) 7,63 (R)
7 41,25 (AS) 0,0 (R) 8,05 (S) 7,68 (R) 7,04 (R)
8 42,89 (AS) 0,0 (R) 8,68 (S) 8,35 (S) 8,22 (S)

En las placas de la concentracion de 1000 mg/mL (100%), se observd actividad
antibacteriana clasificadas como Sensible (S), excepto en la placa 4 y placa 5 que fueron
clasificadas como Resistentes (R).

En las placas de concentracion de 500 mg/mL (50%) se observd actividad
antibacteriana clasificada como Sensible (S) en las placas 1, 2, 6 y 8; mientras que las placas
3,4, 5y 7 fueron clasificadas como Resistentes (R).

En las placas de concentracion de 250 mg/mL (25%) solo se observd actividad
antibacteriana clasificada como Sensible (S) en las placas 1, 2 y 8; mientras que el resto de

placas fueron clasificadas como Resistentes (R).
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En contraste con el estudio de Flores (2017) donde no hall6 actividad contra E. coli
pero si encontr6 actividad bactericida sobre Staphylococcus aureus con un halo de inhibicion
de 10mm, esto refuerza la idea de que S. aureus es mas susceptible a los metabolitos de
Pleurotus ostreatus.

Con respecto al estudio de Lara et al. (2017) ellos lograron halos de inhibiciéon con
concentraciones mucho mas bajas (98,75 mg/mL y 24,68mg/mL) en Staphylococcus aureus.
En cambio, este estudio demostré actividad antibacteriana en las concentraciones de
1000mg/mL (100%) y en la mitad de placas con las concentraciones de 500 mg/mL (50%); se
puede deber probablemente a que ellos emplearon una técnica de secado que concentro los
principios activos, mientras que en este estudio el extracto crudo requirié dosis mas altas para
asegurar una actividad antibacteriana.

Al comparar con Sutthisa y Anujakkawan (2023) también se observa una coincidencia
en la potencialidad del extracto de P. ostreatus tanto con el etanol al 96% y 95%.

Todo esto reforzado por Flores (2017) y Lara et al., (2017) demuestran que las bacterias
Gram -positivas como Staphylococcus aureus son mas susceptibles a los extractos de Pleurotus
ostreatus que las Gram-negativas como Escherichia coli.

3.5 Analisis de los datos obtenidos por antibiograma
3.5.1 Media, Mediana, Moda

Se realiz6 los estadisticos como la media segtn los datos obtenidos en la Tabla 6 para
E. coli y en la Tabla 7 para S. aureus, para poder hallar el promedio aritmético de los halos de
inhibicion generados por el extracto etandlico, la mediana para hallar un punto medio entre
estos valores, la moda para determinar el valor repetido y los limites para determinar el menor
y mayor valor. En la Tabla 8 se muestran los resultados para Escherichia coli. En la Tabla 9 se

muestran los resultados para Staphylococcus aureus.
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Tabla 8
Media, mediana y moda del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus sobre la cepa E.

coli ATCC 35218

E. coli
Media Mediana Moda
Concentracion de 1000 mg/mL 9,27 9,19 9,00
Concentracion de 500 mg/mL 8,69 8,82 9,00
Concentracion de 250 mg/mL 7,97 7,99 8,10
Control Positivo 38,57 38,70 37,50
Control Negativo 0,00 0,00 0,00

Se puede observar que existe una disminucion clara y progresiva en los halos de
inhibicion a medida que se reduce la concentracion. Ya que a 1000 mg/mL, la media es de 9,27
mm, bajando a 8,69 mm (500 mg/mL) y finalmente a 7,97 mm (250 mg/mL). Esto confirma
que la actividad antibacteriana depende estrictamente de la cantidad de metabolitos secundarios
presentes en la solucion.

La cercania entre la Media, Mediana y Moda en todas las concentraciones sugiere que
los datos tienen una distribucién normal y que el experimento es reproducible y preciso.

Comparando la media con el control positivo (38,57 mm) es significativamente superior
al extracto. Esto demuestra que, aunque el extracto es eficaz, su potencia como producto crudo
aun esta lejos de un antibiotico purificado y concentrado.

Finalmente, el halo de inhibiciéon promedio de 9,27 mm a la maxima concentracion
(1000 mg/mL) demuestra la capacidad del extracto para penetrar la barrera de las bacterias
Gram-negativas, un hallazgo que supera lo reportado por Flores (2017). La reduccion de la
media a 7,97 mm en la concentracién de 250 mg/mL coincide con la pérdida de sensibilidad

en el 50% de las muestras, lo que sugiere que esta dosis representa el limite de eficacia
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bioldgica del extracto crudo. Esta variabilidad frente a otros autores como Lara et al. (2017) se
atribuye principalmente a la ausencia de procesos de concentracion por secado.

Tabla 9

Media, mediana y moda del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus sobre la cepa

Staphylococcus aureus ATCC 25923

S. aureus
Media Mediana Moda
Concentracion de 1000 mg/mL 8,52 8,16 8,10
Concentracion de 500 mg/mL 8,18 7,97 7,40
Concentracion de 250 mg/mL 7,59 7,40 7,00
Control Positivo 43,71 43,68 41,30
Control Negativo 0,00 0,00 0,00

Se puede observar que la media del halo de inhibicién disminuye de forma progresiva
con la dilucion: 8,52 mm (1000 mg/mL), 8,18 mm (500 mg/mL) y 7,59 mm (250 mg/mL). Esta
relacion lineal confirma que la concentracion de metabolitos secundarios es el factor
determinante en la actividad antibacteriana.

La cercania entre la Media (8,52) y la Mediana (8,16) en la concentraciéon maxima
sugiere que los datos no presentan sesgos extremos y que el extracto tiene un comportamiento
predecible sobre esta cepa Gram-positiva. Aunque el extracto es eficaz, el control positivo
muestra un halo drasticamente mayor (43,71 mm), lo que indica que, si bien el hongo posee
propiedades antibacterianas, se requiere de un proceso de purificaciéon o mayor concentracion
para intentar competir con antibioticos comerciales.

Finalmente, la actividad antibacteriana frente a S. aureus demostré una eficacia
persistente, con una media maxima de 8,52 mm. Este hallazgo corrobora la sensibilidad de las
bacterias Gram-positivas a los metabolitos de P. ostreatus, en linea con lo reportado por Flores

(2017). Sin embargo, al comparar con Lara et al. (2017), se observa que este estudio requirid
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concentraciones significativamente mas elevadas para obtener halos similares. Esta
discrepancia sugiere que la ausencia de un proceso de secado en la obtencion de nuestro
extracto mantiene los compuestos bioactivos en una matriz mas diluida.
3.5.2 Desviacion estandar, Varianza, Rango, Minimo y Mdaximo

Se hall¢ la desviacion estdndar y varianza para saber cudl es la dispersion que presentan
los halos lejanos al promedio. EI minimo es el valor mas bajo y el maximo para el valor mas
alto; ambos se hallaron para determinar el rango.

3.5.2.1 Sobre la cepa E. coli ATCC 35218
Tabla 10
Desviacion estandar y varianza de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de

Pleurotus ostreatus sobre la cepa E. coli ATCC 35218

D. Estandar Varianza

Concentracion de 1000 mg/mL 0,76 0,58
Concentracion de 500 mg/mL 0,74 0,54
Concentracion de 250 mg/mL 0,67 0,45
Control Positivo 1,14 1,31
Control Negativo 0,00 0,00

La Tabla 10 revela una baja dispersion en los halos de inhibicion frente a E. coli ATCC
35218 con desviaciones estandar que oscilan entre 0,67 y 0,76 lo que significa que, al tener una
desviacion estandar menor a 1 indica que los halos de inhibicion en las distintas placas de una
misma concentracion fueron muy similares entre si. Esta homogeneidad en los resultados
sugiere que la técnica de maceracion e inoculacion del extracto etanolico al 96% fue uniforme.

Al comparar la varianza del extracto frente al control positivo (1,31), se observa que el
extracto mantuvo un efecto mas uniforme en las repeticiones. Esta estabilidad refuerza la
validez de la actividad antibacteriana encontrada, incluso en concentraciones de 500 mg/mL

donde la media de inhibicidn se situa en 8,69 mm.

47



Tabla 11
Minimo y mdximo de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de Pleurotus

ostreatus sobre la cepa E. coli ATCC 35218

Minimo Maximo
Concentracion de 1000 mg/mL 8,1 10,4
Concentracion de 500 mg/mL 7,6 10,0
Concentracion de 250 mg/mL 7,0 8,9
Control Positivo 37,2 40,5
Control Negativo 0,00 0,00

Los valores extremos presentados en la Tabla 11 refuerzan la confiabilidad del extracto
de P. ostreatus. El hecho de que el valor minimo a 1000 mg/mL (8,1 mm) sea superior al
minimo de las concentraciones inferiores subraya la consistencia de la actividad bactericida
dosis-dependiente.

Esta estabilidad en el rango de inhibicidn contrasta con la nulidad reportada por Sutthisa
y Anujakkawan (2023) para extractos etanolicos al 95% en E. coli, sugiriendo que la
preparacion al 96% empleada en este estudio optimiza la extraccion de metabolitos secundarios
criticos.

También se observa que el maximo de la concentracion de 250 mg/mL (8,9 mm) es
superior al minimo de la concentracion de 1000 mg/mL (8,1mm). Esto indica que, aunque hay

una tendencia clara, existe una variabilidad natural en la difusion de los metabolitos en el agar.
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Tabla 12

Rango de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus sobre la

cepa E. coli ATCC 35218

Rango
Concentracion de 1000 mg/mL 2,3
Concentracion de 500 mg/mL 2,3
Concentracion de 250 mg/mL 1,9
Control Positivo 33
Control Negativo 0,00

Las concentraciones de 1000 mg/mL y 500 mg/mL presentan un rango idéntico de 2,3.
Esto indica que, a pesar de tener una carga de biomasa distinta, la variabilidad en la difusion
de los metabolitos secundarios se mantuvo constante. Sin embargo, en la concentracion de 250
mg/mL el rango disminuyo a 1,9 lo que sugiere que, a menor concentracion del extracto, los
resultados fueron mas homogéneos.

Esta baja dispersion de los datos refuerza la fiabilidad del extracto etanolico al 96%
frente a E. coli, permitiendo concluir que los halos de inhibicion registrados (Media 9,27 mm
a 1000 mg/mL) son representativos de la actividad antibacteriana real del hongo y no producto
de variaciones experimentales de suerte.

Finalmente, el rango del control positivo (3,3) es superior al de las concentraciones,
esto indica que el extracto etandlico de P. ostreatus tuvo un comportamiento mas predecible

que el propio antibidtico de control.
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3.5.2.2 Sobre la cepa S. aureus ATCC 25923
Tabla 13
Desviacion estandar y varianza de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de

Pleurotus ostreatus sobre la cepa S. aureus ATCC 25923

D. Estandar Varianza

Concentracion de 1000 mg/mL 0,89 0,79
Concentracion de 500 mg/mL 0,79 0,62
Concentracion de 250 mg/mL 0,66 0,44
Control Positivo 1,92 3,70
Control Negativo 0,00 0,00

La Tabla 13 refleja una alta precision en la actividad antimicrobiana de P. ostreatus
frente a S. aureus, con una desviacion estandar maxima de apenas 0,89. Esta homogeneidad,
superior incluso a la del control positivo (Varianza 3,70), valida la estabilidad de los
compuestos bioactivos en el extracto etanolico al 96%. Esta consistencia estadistica refuerza
los hallazgos de Flores (2017) y Sutthisa & Anujakkawan (2023) sobre la susceptibilidad de
esta cepa Gram-positiva, demostrando que el extracto crudo, a pesar de no estar concentrado
mediante secado, ofrece una respuesta inhibitoria reproducible y confiable.

Tabla 14
Minimo y mdximo de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de Pleurotus

ostreatus sobre la cepa S. aureus ATCC 25923

Minimo Maximo
Concentracion de 1000 mg/mL 7,6 10,3
Concentracion de 500 mg/mL 7.4 9.4
Concentracion de 250 mg/mL 6.9 8,7
Control Positivo 41,3 46,5
Control Negativo 0,00 0,00
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El méximo de la concentraciéon mas baja (8,7 mm) es superior al minimo de la
concentracion mas alta (7,6 mm). Esto sugiere que la respuesta bioldgica puede variar
ligeramente, posiblemente por la distribucion de los principios activos en el agar.

Ademas, estos valores maximos de 10,3 mm muestran que el extracto tiene el potencial
de generar zonas de exclusion significativas para un producto natural crudo y son consistentes
con el halo de 10 mm reportado por Flores (2017).

Tabla 15
Rango de los halos de inhibicion del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus sobre la

cepa S. aureus ATCC 25923

Rango
Concentracion de 1000 mg/mL 2,6
Concentracion de 500 mg/mL 2,1
Concentracion de 250 mg/mL 1,8
Control Positivo 5,2
Control Negativo 0,00

Se observa que el rango disminuye a medida que baja la concentracion: 2,6
(1000mg/mL), 2,1 (500 mg/mL) y 1,8 (250 mg/mL). Esto indica que, a menor concentracion,
el comportamiento del extracto fue mas homogéneo y predecible.

Finalmente, todos los rangos del extracto de Pleurotus ostreatus son significativamente
menores al rango del control positivo (5,2), lo cual demuestra que el extracto fue mas estable
y sugiere una accion antibacteriana mas uniforme en su difusion que el antibidtico comercial

de referencia.
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3.5.3 Prueba de chi cuadrado

Con esta prueba podemos corroborar la veracidad de nuestra hipdtesis. Debemos tomar
en cuenta que la prueba de antibiograma permite articular 2 grupos fundamentales por la escala
de sensibilidad de Duraffourd (Sensible y no Sensible).

3.5.3.1 Sobre la cepa E. coli ATCC 35218
Tabla 16
Clasificacion y cuantificacion de los datos obtenidos por tamario del halo a las diferentes

concentraciones con la cepa E. coli ATCC 35218

Sensible No es sensible TOTAL

1000 mg/mL 8 0 8
500 mg/mL 7 1 8
250 mg/mL 4 4 8

0 mg/mL 0 8 8

En la tabla 16 se obtuvo que a la concentracion de 1000 mg/mL habia 8 elementos
sensibles, a la concentracion de 500 mg/mL habia 7 elementos sensibles y a la concentracion
de 250 mg/mL habia 4 elementos sensibles.

Con estos datos obtenidos se procedio a realizar la tabla de valores observados que
muestra el recuento (Tabla 17), la tabla de valor porcentual (Tabla 18), la tabla de valores
esperados (Tabla 19).

Finalmente, con todos estos datos se procedio a realizar la prueba de chi cuadrado que

se muestra en la Tabla 20.
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Tabla 17

Tabla de valores observados para la cepa E. coli ATCC 35218

TABLA DE CONTINGENCIA

1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 0 mg/mL. TOTAL
Sensible 8 7 4

0 19

No es sensible 0 1 4 8 13

TOTAL 8 8 8 8 32
Tabla 18

Tabla de valor porcentual para la cepa E. coli ATCC 35218

TABLA DE VALOR PORCENTUAL

1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL. 0 mg/mL. TOTAL

Sensible 100% 87,5% 50% 0% 59%

No es sensible 0% 12,5% 50% 100% 41%

TOTAL 100% 100% 100% 100% 100%
Tabla 19

Tabla de valores esperados para la cepa E. coli ATCC 35218

TABLA DE FRECUENCIAS ESPERADAS

1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 0 mg/mL TOTAL

Sensible 5 5 5 5 20
No es sensible 3 3 3 3 12
TOTAL 8 8 8 8 32
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Tabla 20

Prueba de chi cuadrado para los resultados obtenidos para la cepa E. coli ATCC 35218

Chi cuadrado 20,081
Grado de libertad 3
Error 0,05
Confianza 0,95
Valor critico 7,81
Coeficiente de Cramer 0,792

Debido que el Chi-cuadrado calculado (20,081) es significativamente mayor que el
Valor critico (7,81), se rechaza la hipotesis nula. Esto demuestra que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la concentracion del extracto de Pleurotus ostreatus y la
actividad antibacteriana observada.

Respecto al Coeficiente de Cramer (0,792), al ser cercano a 1, indica una asociacion
fuerte entre las variables. No solo hay una relacion, sino que la concentracion del extracto tiene
un impacto muy alto en la inhibicion del crecimiento de la bacteria.

Finalmente, al utilizar un nivel de confianza de 0,95 indica que se tiene un 95% de
seguridad de que los resultados son veridicos.

3.5.3.2 Sobre la cepa S. aureus ATCC 25923
Tabla 21
Clasificacion y cuantificacion de los datos obtenidos por tamainio del halo a las diferentes

concentraciones con la cepa S. aureus ATCC 25923

Sensible No es sensible TOTAL

1000 mg/mL 6 2 8
500 mg/mL 4 4 8
250 mg/mL 3 5 8

0 mg/mL 0 8 8
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En la tabla 21 se obtuvo que a la concentraciéon de 1000 mg/mL habia 6 elementos
sensibles, a la concentracion de 500 mg/mL habia 4 elementos sensibles y a la concentracion
de 250 mg/mL habia 3 elementos sensibles.

Con estos datos obtenidos se procedi6 a realizar la tabla de valores observados que
muestra el recuento (Tabla 22), la tabla de valor porcentual (Tabla 23), la tabla de valores
esperados (Tabla 24).

Finalmente, con todos estos datos se procedi6 a realizar la prueba de chi cuadrado que
se muestra en la Tabla 25.

Tabla 22

Tabla de valores observados para la cepa S. aureus ATCC 25923

TABLA DE CONTINGENCIA
1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 0 mg/mL. TOTAL
Sensible 6 4 3 0 13
No es sensible 2 4 5 8 19
TOTAL 8 8 8 8 32
Tabla 23

Tabla de valor porcentual para la cepa S. aureus ATCC 25923

TABLA DE VALOR PORCENTUAL

1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 0 mg/mL TOTAL

Sensible 75% 50% 37,50% 0% 41%
No es sensible 25% 50% 62,50% 100% 59%
TOTAL 100% 100% 100% 100% 100%
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Tabla 24

Tabla de valores esperados para la cepa S. aureus ATCC 25923

TABLA DE FRECUENCIAS ESPERADAS

1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 0 mg/mL TOTAL

Sensible 3 3 3 3 12

No es sensible 5 5 5 5 20

TOTAL 8 8 8 8 32
Tabla 25

Prueba de chi cuadrado para los resultados obtenidos para la cepa S. aureus ATCC 25923

Chi cuadrado 9,717
Grado de libertad 3

Error 0,05
Confianza 0,95
Valor critico 7,81
Coeficiente de Cramer 0,551

Debido que el Chi-cuadrado calculado (9,717) es mayor que el Valor critico (7,81). Esto
significa que los resultados no son producto del azar. Existe una relacion real y comprobable
entre la aplicacion del extracto de Pleurotus ostreatus y la inhibicion de S. aureus.

Respecto al Coeficiente de Cramer (0,551) indica una asociacion moderada-fuerte.
Aunque es menor que el obtenido para E. coli (0,792 en la Tabla 20), sigue demostrando que
la concentracion del extracto influye directamente en el tamafio del halo de inhibicion.

Finalmente, al utilizar un nivel de confianza de 0,95 indica que se tiene un 95% de

seguridad de que los resultados son veridicos.
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CONCLUSIONES
El porcentaje de rendimiento del extracto etanolico de Pleurotus ostreatus fue de
7,54%.
Se determind que el extracto etanodlico de Pleurotus ostreatus posee flavonoides,
triterpenos y esteroides.
El extracto etanolico de Pleurotus ostreatus posee actividad antioxidante de 38,3 %.
Se evalud el extracto etandlico de Pleurotus ostreatus, concluyendo que posee una
actividad antibacteriana significativa frente a la cepa Escherichia coli ATCC 35218,
con una maxima eficacia en la concentracion de 1000 mg/mL (halo promedio de 9,27
mm). Los resultados en la prueba de Chi-cuadrado (20,081), junto con el Coeficiente
de Cramer (0,792), indicaron una asociacion fuerte confirmando con un 95% de
confianza que la inhibicion observada es producto de la concentracion de los
metabolitos del extracto y no del azar.
Se evaluo el extracto etandlico de Pleurotus ostreatus, concluyendo que posee una
actividad antibacteriana significativa frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC
25923, con una méaxima eficacia en la concentraciéon de 1000 mg/mL (halo promedio
de 8,52 mm). Los resultados en la prueba de Chi-cuadrado (9,717), junto con el
Coeficiente de Cramer (0,551), indicaron una asociacion moderada-fuerte
confirmando con un 95% de confianza que la inhibicion observada es producto de la

concentracion de los metabolitos del extracto y no del azar.
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SUGERENCIAS

Se sugiere emplear otros disolventes para el proceso de extraccidn como, por ejemplo:
Hexano, Metanol, Benceno, Cloroformo o Etanol de 70°.

Se sugiere ampliar el tiempo de maceracion de Pleurotus ostreatus para tener mejores
resultados en la marcha quimica.

Se sugiere experimentar con otras especies de hongos comestibles el efecto bactericida
que podrian generar sobre las cepas Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Se sugiere utilizar otro método para la extraccion, como el método Soxhlet.

Se recomienda realizar el andlisis quimico por métodos cuantitativos para una

determinacion mas exacta de los metabolitos secundarios de Pleurotus ostreatus.
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ANEXOS



Anexo 1

Boleta de venta y ficha fungivoro de setas frescas de Pleurotus ostreatus

FUNGIVORO PERU S.A.C.
CAL. LAS AGUILAS 284 INT. 3 DPTO. 803 URB. SANTA CECILIA
BELLAVISTA - PROV. CONST. DEL CALLAO - PROV. CONST. DEL CALLAO
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Anexo 2

Certificado de la cepa Escherichia coli ATCC 35218
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Anexo 3

Certificado de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Anexo 4

Preparacion de caldo BHI (brain heart infusion) para la activacion de cepas.

76



Anexo 5

Preparacion de Agar Manitol Salado para siembra de cepa Staphylococcus aureus ATCC

25923
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Anexo 6

Preparacion de Agar MacConkey para siembra de cepa Escherichia coli ATCC 35218
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Anexo 7

Preparacion agar de Mueller Hinton para la replicacion de bacterias
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Anexo 8

Resultados de la marcha fitoquimica del extracto etandlico al 96 % de Pleurotus ostreatus
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Anexo 9
Resultados del método DPPH para la actividad antioxidante del extracto etandlico al 96 %

de Pleurotus ostreatus
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Anexo 10

Setas frescas de Pleurotus ostreatus

Anexo 11

Setas trituradas de Pleurotus ostreatus
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Anexo 12

Adicion del etanol al 96%

Anexo 13

Maceracion de Pleurotus ostreatus
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Anexo 14
Fotografia del extracto etandlico luego de ser filtrado y antes de iniciar el proceso de

separacion del etanol con la ayuda del rotavapor.

Anexo 15

Proceso de separacion del etanol con la ayuda del rotavapor.
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Anexo 16

Asesoramiento sobre el uso del Rotavapor

Anexo 17

Finalizacion del proceso en el rotavapor
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Anexo 18

Obtencion del extracto etandlico

Anexo 19

Ultimas calibraciones e indicaciones sobre el rotavapor

Anexo 20

Reacciones a la gota para la marcha fitoquimica
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Anexo 21

Pesaje del agar MacConkey

Anexo 22

Calentando el agar MacConkey para facilitar su disolucion

Anexo 23

Material para autoclavado

87



Anexo 24
Cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 en el Caldo

BHI

Anexo 25
Proceso de siembra de las Cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y Staphylococcus aureus

ATCC 25923

Anexo 26

Plaqueo de las placas con Agar Mueller Hinton
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Anexo 27

Placas de Agar Muller Hinton

Anexo 28

Ajustando las suspensiones A y B a la escala MacFarland de 0.5

Anexo 29

Preparacion de las concentraciones de 1000,500 y 250mg/mL del extracto etandlico
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Anexo 30

Diluciones a concentraciones de 1000,500 y 250 mg/mL del extracto etanolico

Anexo 31
Discos impregnados con las diluciones del extracto etandlico al 96% de Pleurotus ostreatus

a concentraciones de 1000,500 y 250 mg/mL

Anexo 32

Alistando materiales esterilizados
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Anexo 33

Siembra del el inoculo bacteriano en las placas de Muller Hinton

Anexo 34
Placas con los discos a diferentes concentraciones, fase experimental de la prueba de Kirby

Bauer

Anexo 35

Incubacion de placas a 35 °C
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Anexo 36

Resultado de la prueba de Kirby Bauer

Anexo 37

Resultados de la prueba de Kirby Bauer para Escherichia coli y Staphylococcus aureus
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